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Resumen

Para mitigar la calcificacion de las bioprétesis cardiacas fabricadas con pericardio de ternera
o valvulas porcinas se aplican tratamientos quimicos posteriores al entrecruzamiento con
glutaraldehido.

Uno de los tratamientos ensayados ha sido el surfactante dodecil sulfato sddico(DSS). Este
detergente inhibe, en model os experimental es,en pequefios animales, la calcificacion del pericardio
de ternera utilizado en la construccion de bioprétesis cardiacas.

Estudiamos el comportamiento mecanico del pericardio tratado, con este detergente, compa-
randolo con un tratamiento control con glutaraldehido (GA) 0.625% durante 24 horas.

Se ensayaron al esfuerzo de traccion muestras pareadas, es decir, cortadas de forma contigua y
en la misma direccion del corte, tratadas respectivamente con glutaraldehido (grupo de control) y
con dodecil sulfato sédico (DSS). El tejido tratado con DSSfue a su vez incubado con dos tiempos
diferentes 2 0 24 horas respectivamente y posteriormente tratados con glutaraldehido (GA). En las
muestras tratadas dos horas con DSS;se observé un estrés de rotura similar al de las parejas que
recibieron el tratamiento de control.Los valores estuvieron comprendidos entre 8.42 y 15.81 MPa.
Las muestras tratadas con DSS, 24 horas perdieron su resistencia mecanica. El estrés de rotura
medio oscilé entre 1.77 y 1.95 MPa, existiendo diferencias estadisticamente significativas (p<0.001),
cuando se las comparaba con el grupo control tratado con GA.

Por otra parte cuando se analizd la elasticidad, las series tratadas con DSS'y dos horas de
incubacion presentaron en la region elastica, modulos de elasticidad menores, cuando se compa-
ran con valores similares de las series de control, dejando patente la mayor elasticidad del
biomaterial tratado con DSS.

Desde el punto de vista de investigacion aplicada la buena correlacion obtenida, cuando se
comparan mediante minimos cuadrados las muestras pareadas, permite predecir el comportamien-
to mecanico de una muestra, conocido el comportamiento de la muestra adyacente o pareja.

I ntroduccién

Las bioprétesis cardiacas mecanicas tienen sal-
voincidentes (1) unalargaduracion, pero exigen €l
uso de anticoagul antes oral es de forma continuada
con un riesgo de hemorragia y por o tanto de
morhbilidad y mortalidad afiadida.El uso debioprotesis
- evita este grave inconveniente.L os pacientes solo
San Martin de Porres 2, permanecen anticoagulados alrededor de tres me-
280_35 Madrid. ses tras € implante, pero tienen e riesgo, de su
Spar_l ) ) menor durabilidad. En un 30% de | os casos se pro-
Email: gjorge& hpth.insalud.es ducefallovalvular por degeneracion del tejido (des
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garro, perforaciones etc.) o bien por calcificacion
del mismo.Por ello esnecesario e recambio valvular
en gran nimero de casos antes de los 10 afios de
suimplante (2-8)

Por otra parte, la combinacion de distintos ma
teriales para la fabricacion de las protesis
(suturas,anillos semiflexibles dedistintos polimeros,
recubrimientos de Dacron etc.),0 el efecto del di-
sefio en el tejido biol égico puede producir tensiones
en la estructura o fuerzas de cizalladura que po-
drian desgarrar €l tejido. Este estrés de cizalladura
seriaresponsable tambien de |a escasa durabilidad
de los velos construidos con biomateriales para la
fabricacion de las bioprétesis cardiacas (9).

Otro de los objetivos necesarios para obtener
una bioprotesis cardiaca aceptable es intentar dis-
minuir o impedir el deposito de calcio en dichas
bioprotesis mediante diversos tratamientos quimi-
cos (10-12). Hastalafecha ,no hay un tratamiento
guimico efectivo contra la calcificacion. Se estén
ensayando tratamientos antimineralizantes con
cationes (13-15), farmacos como difosfonatos (16-
17),con proteoglicanos (18-21) o tratamientos para
eliminar fosfolipidos como dodecil sulfato sodico
(DSS), cloro/metanol o etanol (22-27). Se conside-
rara adecuado €l tratamiento que retarde o impida
lacalcificacion, pero, asu vez,no produzcaefectos
perjudiciales en e comportamiento mecénico del
tejido, es decir que no disminuya su resistencia
mecanicani su elasticidad.

Teniendo presentes estos dosfactores, el objeti-
vo de este trabajo es estudiar € comportamiento
mecanico del pericardio de ternera utilizado € la
fabricacion de velos valvulares cuando se somete
a un tratamiento quimico con DSS (10).Estu-
diaremos mediante un ensayo de estrés atraccion,
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PERICARDIO

probetss de
pericardio
12x2¢cm.

REGION B

REGIONC

[ spbs
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Figura 1 Diagramamodificado dePurinyaregionesBy
C de donde se obtienen las muestras de pericardio. t
muestras tratadas con dodecil sulfato sddico DSS.g
muestras tratadas con glutaraldehido.

12

la resistencia y el comportamiento mecanico de
muestras de pericardio de ternera tratados con
dodecil sulfato sbdico (DSS) conincubacionesde 2
horasy de 24 horas y tratadas posteriormente con
GA deformasimilar a grupo control, frente ateji-
do tratado con glutaraldehido.

Material y métodos

El pericardio de ternera fue obtenido de reses
de 6 a 12 meses de edad, recien sacrificadas en un
matadero local y trasportadas en suero salino (clo-
ruro sodico al 0.9%) isétonico helado hasta el
laboratorio.El tejido fuelimpiado manualmente y €
pericardio fue cortado en muestras de 12 por 2 cm.

L os espesores semidieron en 10 posicionesalo
largo dela probetamediante un micrometro digital,
Mitutoyo (Elecount serie E:A33/8) que tiene una
precision a20° de +/- 3 micras, descartandose aque-
[las cuyo espesor estuvierafuera de un rango entre
300y 700 micras

Se ensayaron 56 muestras de pericardio de ter-
nera en un ensayo de traccién axial hasta su rotu-
ra. Las muestras se obtuvieron delasregiones B y
C segun el diagrama modificado de
Purinya(28)(figura 1). Todas las muestras fueron
pareadas es decir cortadas de forma contiguay en
la misma direccion del corte desde la raiz al
apex.Una muestra se considero control (B o C se-
gun la zona de obtencion), recibiendo tratamiento
control con glutaraldehido y la muestra gemela o
contigua (B o C seguin la zona de obtencién) reci-
bi 6 ademas tratamiento con dodecil sulfato sodico
(DSS) segln se describe a continuaci on.

Figura?2 Vistagenera delamaguinade ensayos|nstron.



Tratamientos quimicos

Grupo de control:Las muestras que actuaron
como grupo de control fueron tratadas con glutal-
dehido a 0.625% en un tampodn de fosfato sodico
0.1 M apH 7.4 durante 24 horas.

Grupo DSS: Setrataron con DSS 0.1% en NaCl
0.15 M, en dos incubaciones diferentes de 2 6 24
horas mas un tratamiento adicional con GA en con-
dicionessimilaresal grupo decontrol.

En unaprimeraparte del ensayo se compararon
16 muestras (ocho tomadas de lazona B y ocho de
laC) tratadas con glutaral dehido,(seriesgB y gC),
con 16 muestrastomadas tambien,ocho de cadazona
B y C respectivamente,contiguas o pareadas con
las anteriores pero pretratadas con DSS con una
incubacion de 2 horas, series dss-B, dss-C. En una
segunda parte del ensayo se compararon 12 mues-
tras (seis tomadas de la region B y seis de la C)
tratadas con glutaraldehido, series GB y GC), con
12 tomadastambien delaszonasB y Cy pareadas
0 contiguas con las anteriores pero que habian sido
pretratadas con dodecil sulfato sodico con una
incubacion de 24 horas, seriesDSS-B y DSS-C.

Todas las muestras fueron sometidas a un test
de tension hasta su rotura, usando un una magquina
de ensayos Instron TTG4 (Instron Ltd..High
Wycombe, Buck,UK),que proporcionalos valores
de deformacién de las muestras para cada valor
del estrés aplicado.Las muestras fueron ancladas
mediante mordazas dejando unaluz libre de 50 cm
y evitando el deslizamiento de |as probetas.

Estudio matematico

Conlosdatos aportados por |amaquina se pudo
realizar el gjuste matemético que establece, en cada
muestra, larelacion entre el estrésen MPa (y) y la
deformacion producida en tanto por uno (x).Esta
relacion fue de la forma y= ax?+bx.Se obtuvo la

Tabla la Estrésaroturaen MPa. Valoresmediosdelas
series

curva promedio estrés/deformacion de las series
ensayadas. Tambien se realiz6 la comparacion de
las funciones que definian las curvas estrés/defor-
macién en cuanto a sus discrepancias (ensayos
pareados) paravalores por debgjo del limite el asti-
coy proximosal estrésdetrabajo 0.250 MPa (29),
(valores de x entre 0.05 y 0.10).Esta comparacion
serealiz6 mediante minimos cuadréti cos, obtenien-
do una recta de regresion y los correspondientes
coeficiente de correlacion (r).POara el andlisis se
los resultados a rotura se utilizo el estadistico t de
Student para el contraste de las medias entre la
series con muestras pareadas.

Resultados

Rotura

L os resultados a rotura se expresan en las ta
blaslay 1b.Enlatablalaseexpresan losresulta
dos de los valores medios en MPa al estrés de ro-
tura de las series pareadas cuando se comparé
respectivamente,laincubacion de 2 horascon DSS
(series dss-B y dss-C) y el tratamiento de control
con glutaraldehido (series gB y gC).En este caso
no se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en la comparacién de los valores
medios.En la serie gB el valor medio fue de 9.87
MPa frente a 8.42 en la serie dss-B, y de 11.06
MPaen laserie gC frente a15.81 MPaen la serie
dss-C.

En latabla 1b se expresan los resultados de los
valores medios en MPa del estrés de rotura de las
series pareadas . Cuando se comparé respectiva-
mente, laincubacion en 24 horas con DSS (series
DSSB y DSS-C) y el tratamiento control con
glutaraldehido (series GB y GC),aun siendo mues-
tras similares (pareadas por contiguedad), existie-
ron diferencias estadisticamente significativas

Tabla 1b Estrés aroturaen MPa. Valores medios de las
series

Series Ne X D. Tipica | Cuas Series Ne X D.tipica | cuas
muestras muestras
GB 8 9.871 4.929 5.270 GB 6 29.152+ 8199 | 8.982
DssB 8 8.424 6.260 6.692 DSSB 6 1.769 0.753 | 0.825
GC 8 11.069 5.603 5.990 GC 6 26.879+ | 8699 | 9526
DssC 8 15.819 4.285 4581 DSSC 6 1.951++ 0496 | 0.544
D.Tipica: Desviaciéntipica ’(‘p:o.—ogl,;‘*——**: diferencias a nivel significativo

Cuasi : Cuasi desviaciontipica
X eslamedia

D.Tipica: Desviaciontipica
Cuasi :Cuasi desviaciontipica
X eslamedia
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(p<0.001)en los resultados medios,(29.15 MPaen
la serie GB frente a 1.76 MPa en la serie DSS-
B).De igual manera ocurre entre las series GC,
26.87 MPa, y la serie DSS-C,1.95 MPa.

Analisis matematico de las curvas stress/de-
formacion

Este andlisis puso de manifiesto que cuando las
muestras se ensayaban atraccion lasfunciones que
mejor se gjustaban eran parabolas cuadréticas de
la forma y= ax?+bx+c, incidentes en el origen
(c=0).Enlastablas 2,3,4 y 5 se expresan los valo-
resdelos coeficiente “a’,”b” asi como los valores
del coeficiente de determinacién R

Los valores promedio de las observaciones en
cada serie fueron:

SeriegB: y=129.808x2-0.923x

Seriedss-B: y=87.149x?-0.578x (tratamiento 2 horas)
SeariegC. y=47.561x%+3.998x

Seriedss-C: y=96.840x2-2.901x (tratamiento 2 horas)
SarieGB: y=509.648x*58.090x

Tabla 2 Funciones mateméticas Y = ax?+ bx (coeficientes
abyR?)

Probetas A B R?

0B 247574 | -5165 | 0.994
0B, 167411 | 14259 | 0.997
9Bs 18073 | 3357 | 0982
0B, 214184 | -9631 | 0997
0Bs 43575 | -1427 | 0.986
0Bs 124602 | 3666 | 0.99
0B, 176.448 | -17.030 | 0973
0Bs 46600 | 4584 | 0.99
dss-B, 311.353 | -0.295 | 0.997
dssB, 165552 | -11.287 | 0.940
dssBs; -3.405 6.070 | 0985
dssB, 98.246 | -2.876 | 0.986
dss-Bs 28758 | -1.045 | 0986
dss-Bg 66.000 | -1.146 | 0993
dss-B; 23223 | 0978 | 0979
dss-Bg 7.469 4675 | 0.9926

R? coeficiente de Determinacion
Y esel estrés en MPa, x esla deformacion en tanto por
uno
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Serie DSS-B: y= 0.958x%+3.376x (tratamiento 24 horas)
SerieGC: y=480.846x*+31.274x
Serie DSS-C: y=0.636x%+4.302x (tratamiento 24 horas)

Dondey esel estrésen MPay x es el porcetgje
de alargamiento en tanto por uno.Enlasfiguras 3y
4 se expresan graficamente estos resultados.

Se estudiaron tambien las discrepancias entre
las muestras tratadas con gluraraldehido y las di-
versasincubaciones con DSS (2 'y 24 horas) mues-
tras pareadas. Se presentan los resultados parcia-
lesamodo de gjempl o,de lacomparaci6n mediante
minimos cuadrados (g uste de larectaderegresion)
paravaloresdex entre0.05y 0.1y los coeficientes
de correlacion obtenidos (1):

gB,.....dss-B, y(ds9)=0.08532+0.49995x(g), r=0.999
gC,.....dss-C, y(ds9)=5.47416+7.5681x(g), r=0.995

Tabla 3 Funciones mateméticas. Y = ax?+bx (coeficientes
abyR?)

Probetas A B R?

oCy 74.841 6437 | 0997
aC, 38.365 4750 | 0.991
aCs 15.553 7015 | 0981
aCs 132.870 | -0.689 | 0.981
9Cs 26759 | -3390 | 0976
aCs 36.904 5788 | 0.986
aC; 38.656 6.833 | 0.959
0Cs 16.541 5162 | 0983
dssC; 89.326 | -4549 | 0995
dssC, 70117 | -0562 | 0.985
dssC; 109.866 | -10.096 | 0.993
dssC, 155.433 | -8.330 | 0.995
dss-Cs 38535 0.647 | 0974
dss-Cs 152939 | -2588 | 0.993
dssC; 85.462 5910 | 0.988
dss-Cy 73.048 | -3643 | 0.989

R? Coeficientede Determinacion
Y esél estrés en MPa, x esladeformacion en tanto por
uno.



Valores medios de las series g-B, dss-B, g-C, dss-C

Estrés en ordenadas (M Pa); deformacidn en abscisas (%)
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Figura 3 Curvas de estrés/deformaci én. Val ores medios de series gB,dss-B,gC, dss-C
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Discusion

Los resultados a rotura de las series tratadas
con DSS y una incubacion de 24 horas (tabla 1b)
demuestran gue esta forma de tratamiento hace
perder laresistencia al estrés de rotura. En e en-
sayo de traccion |os resultados fueron inferiores a
2 MPa, frente alos resultados del grupo de control
tratado solo con GA que presento un estrés a rotu-
ra medio de 29.15 MPa.En la observacion
macroscopi ca las muestras estaban hinchadas con
espesores entre 3 y 4 veces | 0s espesores medidos
en sus muestras gemelas (muestras pareadas),trat-
adas con glutaraldehido y sinincubacion de 24 ho-
ras con DSS.Este hecho no se observé en las se-
ries tratadas con DSS e incubacién de 2 horas, en
donde la resistencia a la rotura tras €l esfuerzo a
traccién essimilar alaresistenciaobservadaenlas
series tratadas con glutaraldehido (9.87 MPa para
laserie gB, valor medio frente a 8.42 MPa parala
serie dss-B). Similares resultados,aunque mejores,
ocurrieron en las series gC y dss-C (tabla 14).

Podemos afirmar en este punto, que esta
incubacién (2 horas con DSS), no influye en laro-
tura. El valor delaresistenciaalaroturaessolo un
parametro de referencia en materiales
biol6gicos(30),pero si es Util para descartar como
en este caso, unaincubacion de 24 horas, que em-
peora o perjudica seriamente el comportamiento
mecanico.

Ensayar probetas pareadas permite una correc-
ta comparacion de los resultados entre las series,

Tabla 4 Funciones matematicas. Y = ax?+bx (coeficientes
abyR?)

Probetas A B R?

GB; 462396 | 84.773 | 099%
GB, 348656 | 46.016 | 0.990
GB; 363457 | 40207 | 0.997
GB, 562.030 | 101.238 | 0.993
GBs 468.448 | 141.402 | 0.990
GBs 853005 | -65.091 | 0.984
DSS-B, 0.449 2502 | 0992
DSSB, 1.799 4694 | 0981
DSS-B; 4797 3393 | 0995
DSSB, 1.798 3384 | 0997
DSS-Bs -3.663 4782 | 0994
DSS-Bs 2.365 1500 | 0975

R? coeficiente de determinacion
Y esel estrésen MPa, x ladeformacion en tanto por uno.
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muestras similares con tratamientos diferentes.
Observando nuevamentelastablas 1ay 1b, tambien
hay resultados diferentes con igual tipo de trata-
miento como consecuencia de la falta de
homogenizacion del tejido ensayado. Por ello seria
aconsgjable ensayar con muestras pareadas cuan-
do se comparan tratamientos,como es nuestro caso.
Por otra parte, la falta de homogenidad en la res-
puesta a estrés puede llevar a una pésima selec-
cion de las membranas de pericardio utilizadas en
la construccion de velos valvulares cardiacos.La
dispersién enlosresultadosjustificarialavariabili-
dad deladurabilidad de las bioprétesis fabricadas
con pericardio de ternera y su fracaso valvular
(3,31)

Estudiando el comportamiento mecanico delas
distintas seriestraslapruebadetraccion, se puede
establecer matematicamente dicho comportamiento
mediante lasiguiente expresion: y= ax*+bx ,sien-
doy € estrés expresado en MPay x el porcentaje
de deformacion en tanto por uno, ay b, los coefi-
cientes.

La constancia de resutados similares en todas
nuestras experiencias con biomateriales nos anima
a pensar que la expresion definida por Garcia
Sestafe,con excelentes coeficientes de determina-
cion (R?)(32,33) segjusta bien paradeterminar la
relacion entre el estrés y la deformacion de los
materia esbiol 6gicos.(34,35)

La primera derivada en cada punto de la
expresion referida es latangente y tambien el mo-
dulo de elasticidad. Los modulos de el asticidad se

Tabla5 Funcionesmateméticas. Y = ax?+bx. (coeficientes
abyR?)

Probetas A B R?

GC, 646.771 | 59547 | 0.993
GC, 211534 | 67.940 | 0.989
GG, 339274 | -11.647 | 0.994
GC, 600.109 | 23322 | 0.993
GCs 577.392 | 53066 | 0.998
GCs 509.995 | -4584 | 0.983
DSS-C, -0.022 3197 | 0993
DSS-C, -8.253 7419 | 0977
DSS-C; 1.424 3436 | 09%
DSS-C, -0.799 5257 | 0.992
DSS-Cs 7.901 4986 | 0993
DSS-Cs 3568 1518 | 0.993

R2 coeficiente de determinacion
Y esdl estrésen MPa, x ladeformacion en tanto por uno.



incrementan de formalineal con el estrés, en todas
las series,(pérdidade el asticidad segiin aumentala
deformacidn), y entodasexisteunainflexion, alre-
dedor del 1% de deformacion en las seriestratadas
con glutaraldehido (gB y gC) y entre 1.5%Yy 2.75%
en las series tratadas con DSS y 2 horas de trata-
miento, (dss-B y dss-C). Estos materiales se des-
criben como viscoso-€l asticos y estainflexion pu-
diera corresponder a este tipo de
comportamiento.Por otra parte las series tratadas
con DSS y dos horas de incubacion tienen, una
mayor elasticidad,ya que sus modul os de €l astici-
dad son siempre menores cuando se comparan con
la series pareadas tratadas con glutaraldehido.

Como conclusiones podemas decir que €l trata-
miento con DSS durante 2 horas no influye en la
resistencia mecanicay mejora su comportamiento
elstico en el periodo el astico del biomaterial.

Debemosafiadir, finalmenteladificultad parade
la seleccion de pericardio para obtener resultados
superponiblesy |o que es masimportante garantias
de durabilidad de las prétesis fabricadas con
biomateriales(3,4,5,6,31)

En e apartado deresultados, y amodo de gjem-
plo y desde un punto de vistadeinvestigacion apli-
cada, hemosrealizado € g uste mateméatico median-
te rectas de regresion,con una excelente correla
cion (r=0.999),entre las muestras pareadas de tal
formaque conociendo el comportamiento mecani-
co de una muestra podremos predecir matemética-
mente el comportamiento de su gemela, en este caso
con un tratamiento diferente.Con esta manera a
seleccionar €l biomaterial, para fabricar los velos
cardiacos podriamos descartar aguel,cuya muestra
gemelano cumplaunas condiciones deresistencia
mecanica o0 de elasticidad fijadas
previamente.Sabemos que una gran parte de las
bioprotesis fabricadas con pericardio de ternera se
rompen precozmente (31) ,quiza €l método de se-
leccion de tejido,descrito en este trabajo permita
una mejora en dicha seleccion que pueda ser una
nuevo método utilizado para la fabricacion de
bioprotesis.
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